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1 UVOD  
Zadnja leta raziskovalci in proizvajalci hrane kažejo povečano zanimanje za polifenolne 
spojine. Glavni razlogi so v prepoznavanju antioksidativnih lastnosti polifenolov, njihove 
zastopanosti v naši prehrani in njihove vloge pri preprečevanju različnih bolezni, povezanih z 
oksidativnim stresom, kot so rak, kardiovaskularne bolezni in nevrodegenerativna obolenja. 
Poleg antioksidativnih lastnosti imajo polifenoli še mnoge druge specifične biološke 
aktivnosti, ki pa še niso dodobra raziskane. Cilj raziskav je dokazati pozitivne učinke uživanja 
polifenolov na zdravje in identificirati tiste polifenolne spojine, ki zagotavljajo najvišjo 
stopnjo zaščite v kontekstu preventivne prehrane. Zato je treba oceniti optimalen vnos teh 
substanc glede na distribucijo in absorpcijo, ki pri različnih polifenolnih spojinah variira. Nato 
lahko ocenjujemo njihovo biološko aktivnost in interakcije z encimi v tarčnih tkivih (Manach 
in sod., 2004). Polifenoli, ki so sestavni del aktivnih substanc, najdenih v številnih rastlinah, 
modulirajo aktivnost širokega spektra encimov in celičnih receptorjev (Middleton in sod., 
2000). 
 
Glede na raznoliko strukturo polifenolnih spojin študije odnosa med strukturo in aktivnostjo 
pri inhibicijskem delovanju na prebavne encime pripomorejo k razumevanju strukturnih 
značilnosti spojin, ki so najpomembnejše za njihovo aktivnost in mehanizem inhibicije (Al-
Asri in sod., 2015). Za naprej so lahko te informacije temelj za razvijanje novih in 
učinkovitejših zdravil za tretiranje debelosti in diabetesa. V nadaljevanju so opisana 
najpomembnejša odkritja na področju interakcije med polifenoli in encimi prebavnega trakta, 
strukturne razlike analiziranih polifenolov in njihov učinek na aktivnost encimov. 
1.1 POLIFENOLNE SPOJINE 
Polifenolne spojine so rastlinski sekundarni metaboliti, ki so pomembni pri obrambi pred 
zajedavci, pri zaščiti pred poškodbami s ultravijolično svetlobo in pred okoljskim stresom. 
Imajo tudi protimikrobni, protiglivični in protivirusni učinek. Rastlino ščitijo pred prostimi 
radikali, tako da jih inhibirajo in popravljajo ali odstranjujejo nastale oksidativne poškodbe, 
zato spadajo med antioksidante. V rastlinskih organelih se nahajajo vezani na sestavine 
celične stene, z amino skupinami, lipidi in terpenoidi. V prosti obliki jih v celici ne najdemo, 
saj bi zaradi reaktivnosti in kislosti prišlo do poškodb lastne celice (Robards in sod., 1999). 
Nekatere izmed znanih polifenolnih spojin imajo antioksidativno, protibakterijsko, 
protivirusno, protivnetno aktivnost, pozitivne učinke imajo tudi pri tretiranju diabetesa in 
debelosti (Wu in sod., 2014). Protidiabetična aktivnost je večinoma povezana z zniževanjem 
postprandialne glikemične ravni. Z inhibicijo prebavnih encimov pripomore k zmanjševanju 
absorpcije glukoze. Polifenoli spreminjajo izražanje genov, ki nadzorujejo metabolizem 
lipidov in termogenezo, njihov glavni učinek pa je večinoma povezan z vezavo polifenolov z 
makromolekulami, npr. proteini (Wang in sod., 2014). V tem primeru gre za specifično 
vezavo polifenolov v prehrani z encimi prebavnega trakta, ki so odgovorni za absorpcijo 
peptidov v tankem črevesu, kar je eden izmed glavnih mehanizmov, s katerimi polifenolne 
spojine delujejo preventivno pri debelosti. Inhibicija prebavnih encimov lahko zmanjša 
postprandialno hiperlipidemijo (hiperlipidemija po obroku) in debelost (Costamagna in sod., 
2016). 
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Uporaba sintetičnih in naravnih učinkovin, ki inhibirajo prebavne encime, je eden izmed 
načinov zdravljenja debelosti. Orlistat lipazni ihibitor je bil prvo odobreno zdravilo za 
zdravljenje debelosti, ki ga je odobrila Zvezna agencija za hrano in zdravila leta 1999 
(Kushner, 2014). Zdravilo je sintetični hidrogenirani derivat lipostatina, produciran s 
Streptomyces toxytricini. Sprejeti so bili še nekateri lipazni inhibitorji, na primer lorcaserin, a 
so poročali o neželenih stranskih učinkih, celo o miokardialni infarkciji. Podobno je tudi 
inhibicija encimov, odgovornih za absorpcijo ogljikovih hidratov, povezana s postprandialno 
hiperglikemijo in diabetesem ter debelostjo. Akarboza inhibira encime potrebne za prebavo 
ogljikovih hidratov, predvsem alfa-glukozidaze na BBM v tankem črevesju in pankreatično 
alfa amilazo), ki se v naravi pojavlja pri Streptomyces sp., producira neželene 
gastrointestinalne motnje. Zaradi stranskih učinkov zdravil na prebavni metabolizem so bile 
najdene alternative, med njimi tudi polifenoli kot potencialni terapevtski predstavniki za 
diabetes in debelost, ki delujejo kot inhibitorji encimov (Sakulnarmrat in sod., 2014). 
1.1.1 Razvrstitev polifenolnih spojin 
Osnovna skupina znotraj polifenolnih spojin so fenolne spojine, zgrajene iz vsaj enega 
aromatskega oziroma benzenovega obroča, na katerega je pritrjena ena ali več hidroksilnih (-
OH) funkcionalnih skupin, ki jih formalno ne uvrščamo med alkohole. Več kot imajo 
hidroksilnih skupin, manj so topne v vodi. Na obroč so lahko vezane tudi druge funkcionalne 
skupine. So reaktivne kisle spojine (Abram in Simčič, 1997) z več hidroksilnimi (-OH) 
skupinami, zato se je zanje uveljavilo ime polifenoli. V naravi jih najdemo v zaestreni ali 
glikozidni obliki. Poznamo enostavne polifenolne spojne z molekulsko maso okoli 100 Da in 
polimerne polifenolne spojine z molekulsko maso tudi več tisoč Da. 
 
Polifenolov je mnogo (več tisoč klasificiranih), zato obstaja več načinov delitve. Glede na 
število ogljikovih atomov v obroču polifenole razdelimo na fenolne kisline (7 ogljikovih 
atomov), flavonoide (15 ogljikovih atomov), tanine, stilbene (14 ogljikovih atomov), lignane 
(18 ogljikovih atomov) in še nekatere. Najobsežnejše so skupine fenolnih kislin, flavonoidov 
in tanini. 
 
Fenolne kisline sestavlja aromatski obroč in vsaj en ostanek karbociklične kisline v stukturi. 
Znotraj skupine se delijo še v dve podskupini: derivati benzojske kisline (8 ogljikovih 
atomov) in derivati cimetne kisline (9 ogljikovih atomov). 
Hidroksibenzojska kislina je sestavina kompleksnih stuktur hidrolizajočih taninov (galotanini 
in alagitanini). Hidroksicimetna kislina je bolj pogosta, derivati so p-kumarna kislina, 
ferulična in kavna kislina. 
 
Flavonoidi so zgrajeni iz 15 ogljikovih atomov in imajo strukturo iz treh obročev (C6-C3-C6), 
pravzaprav sta obroča A in B povezna s tremi ogljikovimi atomi, ki tvorijo oksigeniran 
heterocikel (obroč C) in so deljeni še na šest podskupin glede na substitucije v centralnem 
heterocikličnem obroču. Te podskupine so flavonoli, flavoni, isoflavoni, flavanoni, 
antocianidini in flavanoli (katehini in proantocianidini). Ponavadi imajo na tretji ogljikov 
atom vezane različne sladkorje (glukozo, ramnozo, arbidozo, ksilozo, manozo, glukuronsko 
kislino). Aglikonski del je del molekule brez pripetega monosaharida, nastane v reakciji 
kislinske hidrolize, ko iz glikozida dobimo aglikon in sladkor. Katehini so glavni polifenoli v 
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listih zelenega čaja. Najpomembnejši so epikatehin, epigalokatehin, epikatehingalat, 
epigalokatehin galat, galokatehin galat, teaflavin in teaflavin monogalat. 
  
Tanini so polimerni polifenoli z večjo molekulsko maso in jih lahko razdelimo v dve skupini: 
hidrolizajoči tanini (elagitanini), ki so večinoma estri sladkorja in imajo različno število 
molekul fenolnih kislin, ter kondenzirani tanini (proantocianidini), ki so polimeri od 2 do 50 




Slika 1: Osnovne strukture polifenolov 
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2 ENCIMI PREBAVNEGA TRAKTA IN METABOLIZEM POLIFENOLOV 
Hranilne snovi, prisotne v živilih, se sproščajo med procesom prebave. Proces lahko 
razdelimo v tri faze: v ustih s slino ter želodčno in črevesno prebavljanje. Vsak del je 
kompleksen proces, v katerem sodelujejo encimi, ki hidrolizirajo ogljikove hidrate, lipaze in 
proteaze, žolčne soli v posebnih pogojih pH (Tenore in sod., 2015). Do 70 % hidrolize vseh 
prehranskih molekul, ki služijo kot nutrienti (ogljikovi hidrati, lipidi in polipeptidi), se zgodi v 
črevesni fazi prebave.  
2.1 METABOLIZEM POLIFENOLOV 
Polifenoli so v živilih prisotni v obliki estrov, glikozidov ali polimerov in ne morejo biti 
absorbirani v nativni obliki. Hidrolizirani morajo biti s prebavnimi encimi ali s črevesno 
mikrofloro, preden jih je možno absorbirati. Ko je vpletena mikroflora, je učinkovitost 
absorpcije zmanjšana, saj mikroflora degradira aglikone. Med procesom absorpcije so 
polifenoli konjugirani v tankem črevesju in pozneje v jetrih. Ta proces večinoma vključuje 
metilacijo, sulfacijo in glukuronidacijo. Gre za metabolični proces detoksikacije, ki je skupen 
mnogim ksenobiotikom in omejuje njihov potecialno strupen vpliv ter olajša odvajanje urina z 
višanjem njihove hidrofilnosti. Konjugacijski mehanizmi so zelo učinkoviti in aglikoni so 
splošno v krvi odsotni ali prisotni v res nizkih koncentracijah. Cirkulirajoči polifenoli so 
konjugirani derivati, ki se vežejo na albumin. Polifenoli in njihovi derivati se izločajo 
predvsem v urin in žolč. Izločajo so po biliarni poti v dvanajstnik, kjer jih encimi obdelajo, 
posebej beta-glukoronidaze, v distalnih delih črevesja in šele potem so lahko reabsorbirani 
(Kai in sod., 2013). 
Večina polifenolov je verjetno preveč hidrofilnih, da bi penetrirali črevesno steno s pasivno 
difuzijo, toda membranski prenašalci, ki so bili vpleteni v absorpcijo polifenolov, še niso 
identificirani (do objave članka). V hrani so vsi flavonoidi razen flavonolov prisotni v 
glikozilirani obliki in ta glikozilacija vpliva na absorpcijo. 
Večine glikozidov kislinska hidroliza v želodcu ne ustavi in v dvanajstnik pridejo 
nedotaknjeni, nepoškodovani. Le aglikoni in nekateri glukozidi so lahko absorbirani v tankem 
črevesju, medtem ko se polifenoli, vezani na ramnozne ostanke, prenesejo do debelega 
črevesja in se hidrolizirajo z ramnozidazami črevesne mikroflore pred absorpcijo. Podobno se 
verjetno zgodi s polifenoli, vezanimi na arabinozo ali ksilozo. Glikozidi z ramnozo so 
absorbirani počasneje in manj učinkovito kot aglikoni in glukozidi. To je bilo jasno pokazano 
za kvercetin glikozide in kvercetin rutinozide (rutin) (Gee in sod., 1998). 
Proantocianidini se razlikujejo od ostalih rastlinskih polifenolov po njihovi polimerni naravi 
in visoki molekulski masi. Ta omejuje absorpcijo skozi črevesno steno in oligomeri, večji od 
trimerov, se zelo malo verjetno absorbirajo v tanko črevo v njihovi nativni obliki. In vitro 
študije na celicah Caco-2 kot model absorpcije v tankem črevesju so pokazale, da so le dimeri 
in trimeri flavonolov prešli skozi intestinalni epitelij. Polifenoli, ki niso absorbirani v tankem 
črevesju, potujejo do debelega črevesja. Črevesna mikroflora hidrolizira glikozide v aglikone 
in nadalje metabolizira aglikone v različne aromatske kisline. Aglikone prekinejo na različnih 
točkah na heterociklu. Mikrobni metaboliti so absorbirani in konjugirani z glicinom, 
glukuronsko kislino ali s sulfatom (Manach in sod., 2004). Prebavna mikroflora tvori 
specifične aktivne metabolite (Scheline, 1991). 
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2.2 GLUKOZIDAZE IN AMILAZE TER INTERAKCIJE S POLIFENOLNIMI 
SPOJINAMI 
Glavni vir glukoze pri ljudeh so kompleksni ogljikovi hidrati: škrob in glikogen. Glukozidaza 
in α-amilaza sta ključna encima, vpletena v prebavo ogljikovih hidratov pri ljudeh. Med 
polifenoli še posebej flavonoidi inhibirajo te encime (You in sod., 2012). Povišana pojavnost 
diabetesa mellitus je pritegnila pozornost na prebavo ogljkovih hidratov in spodbudila iskanje 
strategije za znižanje postprandialne hiperglikemije. V tem kontekstu so učinki flavonoidov 
na zakasnitev absorbcije glukoze z inhibiranjem encimov za hidrolizo ogljikovih hidratov 
točka raziskave (Kim in sod., 2014). 
 
Naloga prebavnih encimov ogljikovih hidratov je hidroliza α-glikozidnih vezi v polisaharidih, 
s katero dobimo manjše oligosaharide in glukozo, ki so lahko absorbirani v tankem črevesju. 
Pri ljudeh poznamo dve izoformi α-amilaz: tisto, ki jo izločamo v slini, in tisto iz trebušne 
slinavke. Dve izoformi α-glukozidaz sta v tankem črevesju, ena je maltaza-glukomilaza 
(MGAM) in druga saharoza-izomaltaza (SI) (Lin in sod., 2016). Amino konec verige in 
karboksilni konec verige imata različne aktivnosti: Amino konec maltaza-glukomilaza deluje 
kot maltaza, karboksilni konec pa ima glukoamilazno aktivnost. Amino konec vsakega 
encima ima katalitično stran in encim maltaza-glukomilaza ima večjo hidrolitično aktivnost 
kot izoforma SI, torej je amino konec izoforme maltaza-glukomilaza omenjen kot glavna α-
glukozidza. Tako se nominacija α-glukozidaza nanaša na maltaza-glukoamilazo (Bhandari in 
sod., 2008). 
 
Med encimi, ki hidrolizirajo ogljikove hidrate, sta najpomembnejši α- amilaza (55 kDa) in α-
glukozidaza (260 kDa), ki se nahajata v tankem črevesju (Bhandari in sod., 2008). α-amilaza 
hidrolizira α-1,4 notranje vezi škroba v maltozo, maltotriozo in dekstrine s povprečno osmimi 
glukoznimi enotami. Katalitična domena ima stukturo iz osemvijačnega β-valja, ki vsebuje 
aktivno stran. Katalitična triada α-amilaze je iz Asp197, Glu223 in Asp300. Prekinjena je z 
domeno (dolgo prebližno 70 aminokislin), na katero se veže kalcij med β-verigo in α-
vijačnico in jo sestavlja še ogljikov terminalni del. Običajno imajo na ogljikovem koncu še 
beta ploskovno domeno, ki se zvija v osemtrakovni antiparalelni β-sodček (Machius in sod., 
1995).  
 
α-glukozidaza hidrolizira končne, nereducirajoče α-1,4 vezi in tako sprošča glukozo in 
oligosaharide. Spadajo med eksokrine encime trebušne slinavke. α -glukozidazo sestavlja pet 
domen (A, B, C, D, E). Domena A pri alfa glukozidazi predstavlja trefoil tipa P, ostale 
nekatalitične domene (B, D, E) predstavljajo beta sendvič strukture. 
 
Aktivnost teh dveh encimov je umeščena na meji z enterociti v teščem črevesu, kjer 
hidrolitični aktivnosti α-amilaze sledi aktivnost α-glukozidaze. Pred kratkim so Lin in 
sodelavci pisali o sinergističnem delovanju α-amilaze (PA) in α-glukozidaze (AG). Omenjajo, 
da α-glukozidaze ne delujejo vedno nujno z α-amilazami. Oba encima lahko delujeta 
istočasno in takrat je aktivnost α-glukozidaze omejujoči korak pri hidrolizi škroba. Zato je 
aktivnost α-amilaze pritegnila več zanimanja v študijah prebavnih encimov. 
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a) prašičja α-amilaza, b) človeška maltaza-glukoamilaza, c) dimetil sulfoksid na prašičjem pepsinu, d) prašičji 
tripsin, e) triacilglicerol lipaza/kolipaza  
Slika 2: Modeli encimov (PDB, 2017) 
 
Hidroksilne skupine, še posebej na položajih C5 in C7 na obroču A-C in na položajih C3 in 
C4 na obroču B, zvišujejo inhibitorni učinki flavonoidov na α-glukozidazo in α-amilazo. 
 Metilacija in metoksilacija, ki blokirata proste hidroksilne skupine, znižujeta inhibitorno 
učinkovitost. 
 Čeprav glikozilacija očitno zvišuje število prostih hidroksilnih skupin, je inhibitorna 
aktivnost flavonoidnih glikozidov veliko nižja kot pri aglikonskih. 
 Katehini z dodano galno (galloyl) skupino imajo višjo inhibitorno aktivnost kot 
negalojilirani katehini. 
 Povišana inhibitorna funkcija je bila opažena pri flavonoidih z obročem B, pripetim na 
položaj C-2, bolj kot na položaj C-3 pri izoflavonih (Kai in sod., 2013). 
Interakcije flavonoidov z α-amilazami niso usmerjene s hidrofobnimi interakcijami, ampak z 
vodikovimi vezmi. To hipotezo so podpirali z določitvijo kristalne strukture α -amilaze. 
Pokazali so, da je inhibicija α-amilaze odvisna od dveh tipov interakcij: vodikovih vezi med 
hidroksilnimi skupinami na C7 (obroča A) in C4 (obroča B) s stranskimi verigami Asp197 in 
Glu233 ter interakcijami med indolom Trp59 in heterocikličnim obročem flavonoidov (Ferey-
Roux in sod., 1998). 
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2.2.1 Encimi lipaze in interakcije s polifenolnimi spojinami 
Prehrambene trigliceride hidrolizirajo encimi, imenovani lipaze. Pri ljudeh ločimo lipaze, ki 
delujejo pred dvanajstnikom, in lipaze, ki delujejo za dvanajstnikom. Lipaze prve skupine 
vključujejo ustne in želodčne lipaze, lipaze za dvanajstnikom pa lipazo trebušne slinavke 
(PL). Ta je odgovorna za hidrolizo približno 70 % vseh prehranskih lipidov (Birari in 
Bhutani, 2007). Aktivnost lipaze trebušne slinavke v tankem črevesu je ključna za prebavo 
lipidov. Sprošča maščobne kisline iz položaja prehranskih triacilgliceridov sn1 in/ali sn3, kar 
daje monogliceride, digliceride in proste maščobne kisline kot produkte lipolitične reakcije 
(Shi in Burn, 2004). 
 
PL je encim iz 449 aminokislin, razdeljen na dve domeni (amino in karboksilni konec). 
Amino terminalna domena prestavlja α/β-zvitje, ki ga ima katalitična triada. Karboksilna 
terminalna domena, ki je beta sendvič strukture, tvori v interakciji z nekovalentnimi vezmi z 
njenim kofaktorjem kolipazo, potrebnim za encimsko aktivnost. Lipaza trebušne slinavke je 
ob odsotnosti kolipaze zaprte oblika. Odprta oblika se inducira s stikom lipida in vode v 
prisotnosti kolipaze. Lipoliza zahteva prisotnost lipaze trebušne slinavke, kolipaze in žolčnih 
soli (Martinez-Gonzalez in sod., 2017). 
 
Neposredna interakcija polifenolov s pankreasno lipazo ni edini način inhibicije. Da lahko 
lipaza katalizira cepitev estrske vezi v trigliceridih, se morajo ti razpršiti v maščobne kapljice. 
Površina kapljice definira encimsko aktivnost (manjše kapljice omogočajo hitrejšo katalizo). 
Polifenoli, še posebej flavonoidi v čaju, vplivajo na emulzifikacijske lastnosti lipidov, in sicer 
tako da zmanjšujejo kapljice in s tem večajo razmerje med površino in volumnom ter 
omogočajo hitrejšo katalitično aktivnost. Epigalokatehin galat (EGCG) interegira s 
hidrofilnimi glavami na fosfatidilholinih, orientiranih v zunanjost maščobnih kapljic, s tvorbo 
vodikovih vezi. Te interakcije vodijo do nastanka križnih povezav med kapljicami, kar vodi 
do povečane velikosti kapljic, drugačnega razmerja med površino in prostornino in posledično 
zmanjšane zmogljivosti pankreasne lipaze, da hidrolizira trigliceride. 
 
In vitro raziskave so pokazale, da imajo katehini v zelenem čaju antioksidativne sposobnosti 
in da učinkovito inhibirajo lipoproteine nizke gostote (LDL), oksidacijo in lipidno 
peroksidacijo. Njihovo učinkovanje vpliva na prebavne procese absorpcije in presnove 
lipidov. Katehini inhibirajo emulzifikacijo v lumnu črevesa, hidrolizo in micelarno topnost 
lipidov. In vitro študije so pokazale, da se aktivnost pankreasne lipaze inhibira pri uporabi 
relativno visokih odmerkov katehinov. S tem so preprečili razpršitev maščob ob prisotnosti 
želodčnih kislin. Ključni korak pri absorpciji lipidov z enterociti je micelarno raztapljanje 
hidroliziranih lipidov, kar omogoči prenos lipidov do enterocita za prevzem. EGCG je najbolj 
učinkovita spojina med polifenoli v čaju. Je potencialen inhibitor absorpcije holesterola, 
vendar nima večjega vpliva na absorpcijo maščobnih kislin. Obstaja možnost, da katehini 
interagirajo s proteini, vpletenimi v prevzem lipidov s specifičnimi transporterji na BBM 
(brush border membrane) (Schmitz G, Langmann T, Heimerl S, 2001). Katehini tvorijo 
komplekse s proteini BBM s hidrofobnimi interakcijami in vodikovimi vezmi. Ko enterociti 
prevzamejo lipide, katehini vplivajo na znotrajcelično procesiranje in pakiranje lipidov, 
reciklacijo in resintezo. Verjetno polifenoli v zelenem čaju inhibirajo holesterol Ac-CoA 
aciltransferazo in kovalentno vezavo lipidnih skupin na peptidno verigo lipidov pri 
lipoproteinih ApoB (Koo in Noh, 2007). 
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Inhibitorni učinek aktivnih flavonoidov je odvisen od števila in položaja hidroksilnih skupin. 
Večje število hidroksilnih skupin zvišuje inhibitorni učinek. Nezaestreni flavanoli kažejo 
manjši učinek kot estri flavanolov. Pri flavonoidih in antocianidinih je aktivnost večja po 
prekinitvi glikolizidne vezi (Buchholz in Melzig, 2015). 
2.2.2 Encimi proteaze 
Tudi presnova proteinov je del prebavnega procesa in nekateri polifenoli inhibirajo njihovo 
absorpcijo. To aktivnost so pripisali visokim koncentracijam taninov, ki se nespecifično 
vežejo in obarjajo proteine. Ker debelost ali diabetes nista povezana z absorpcijo 
polipeptidov, je inhibicija proteaz ocenjena kot neželen stranski učinek, ko se išče inhibitorje 
lipaz in encime, ki hidrolizirajo ogljikove hidrate. 
Prehranski polipeptidi se razgrajujejo v manjše polipeptide in aminokisline s prebavnimi 
proteazami. Pepsin (PE), kimotripsin (CT) in tripsin (TP) so proteaze prebavnega sistema. 
Sekundarna struktura prebavnih encimov je večinoma struktura β-ploskve. Pepsin proizvajajo 
glavne črevesne celice v steni želodca kot proencim pepsinogen. Kimotripsin in tripsin 
sintetizirajoanciarne celice v trebušni slinavki kot proencima kimotripsinogen in tripsinogen. 
Proencima kimotripsinogen in tripsinogen se aktivirata v tankem črevesu z ireverzibilno 
kovalentno modifikacijo, ki vključuje tudi proteolitski razcep ene ali več peptidnih vezi. 
Prebavna enteropeptidaza katalizira cepitev peptidne vezi za lizinom na 15. poziciji in zgodi 
se nekaj sprememb pri zvijanju proteina in iz tripsinogena po nekaj  nastane aktivni tripsin 
(Martinez-Gonzalez in sod., 2017). 
 
Polipeptidna veriga pepsina ima sekvenco sestavljeno iz 385 aminokislinskih ostankov z 
molekulsko maso 41 kDa. Katalitično mesto pepsina vključuje dva Asp32, 315 (Ibarz, A. in 
Garvín, A., 2009), medtem ko sta tripsin in kimotripsin serinski proteazi s katalitično triado 
His57, Asp102 in Ser195. Čeprav aminokislinski ostanek na 189. mestu ni del triade, ima 
pomembno vlogo kot del primarnega substrat-vezavnega žepa obeh proteaz. Tripsin ima 
negativno nabit Asp, medtem ko ima kimotripsin polarni aminokislinski ostanek Ser na 
položaju 189 (Ma in sod., 2005). Negativen naboj na tripsinu omogoča interakcijo s pozitivno 
nabitimi skupinami. Vsak encim je odgovoren za hidrolizo določenih peptidnih vezi. Tripsin 
katalizira proces hidrolize peptidne in estrske vezi med karboksilnimi skupinami baznih 
aminokislin (Arg in Lys). Kimotripsin katalizira proces hidrolize peptidne vezi, nastale med 
karboksilnimi skupinami aromatskih ali velikih hidrofobnih aminokislin (Phe, Tyr, Trp in 
Met), medtem ko prebavna enteropeptidaza preferenčno katalizira cepitev peptidnih vezi med 
aromatskimi aminokislinskimi ostanki na različnih položajih (Martinez-Gonzalez in sod., 
2017). 
2.3 INHIBICIJA PREBAVNIH ENCIMOV S POLIFENOLNIMI SPOJINAMI 
Večina objavljenih študij poroča o deležu inhibicije in vrednostih IC50 (koncentracija, 
potrebna za 50-% inhibicijo encima). V raziskavah analizirajo večinoma ekstrakte 
polifenolnih spojin namesto čistih polifenolov. Ocenjevali so tudi encime iz prašičjih virov 
glede na strukturno homologijo med človekom in prašičem, na primer homologija med 
pankreasno lipazo ljudi in prašičev je 86 % (Birari in Bhutani., 2007). Pri večini študij so v 
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raziskavah uporabili ekstrakt polifenolov pravega čajevca (Camellia sinensis), trto sorte Vitis 
rotundifolia) ali kumino (Carum carvi) (Yang in Kong, 2016). 
Niso vsi ekstrakti polifenolov enako učinkoviti pri inhibiciji α-amilaze. Pri enaki 
koncentraciji ekstraktov so opazili različno inhibitorno aktivnost. Verjetno gre razlike 
pripisati ostalim sestavinam v ekstraktu, ki lahko vplivajo na aktivnost encimov.  
 
Zhang in sodelavci so proučevali razlike med flavonolnimi glikozidi in njihovimi aglikoni. 
Proučevali so različne učinke kampferola in kampferol-glukoze in kvercetina in kvercetin-
arabinozidov iz ekstraktov leče na α-amilazno aktivnost in niso našli statistično različnih 
vrednosti za vsak par flavonoidov. V podobni študiji so ocenjevali učinek substituenta 
glikozida na tretjem položaju v ogljikovem obroču kvercetina (isokvercetin in rutin). Rutin 
ima vezano disaharidno skupino in se je izkazal za najboljšega inhibitorja lipaze trebušne 
slinavke, sledi isokvercetin (z monosaharidno skupino) in nato kvercetin (aglikon). Ugotovili 
so, da je zamenjava dvojne glikozilacije rutinozida za rutin ali arabinozida za kvercetin-
arabinozid povišala možnost interakcije encima zaradi večje polarnosti polifenolne spojine s 
proteinom, dodanega s tvorjenjem vodikovih vezi in zniževanjem hidrofobnega okolja blizu 
katalitičnega dela, potrebnega za hidrolizo triacilglicerida. Podobne rezultate (nižji IC50 za 
glikozide) so opazili, ko so analizirali inhibicijo α-amilaze z resveratrol-3-O-glukozidom iz 
ekstrakta lupin grozdja. Ugotavljajo, da glikozilacija flavonoidov morda zmoti stik med 
encimom in substratom z vezavno na substrat. Opazili so tudi razlike v inhibitorni aktivnosti 
flavonoidnih glikozidov zaradi strukture glikozidne skupine (Martinez-Gonzalez in sod., 
2017). 
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3 MEHANIZMI INHIBICIJE 
3.1 HIDROKSILACIJA 
Prisotnost dvojne vezi med C2-C3 na obroču C, dihidroksilna skupina (katehol tip) ali tri 
sosednje hidroksilne skupine (pirogalol tip) na obroču B in prisotnost C5 in C7 hidroksilne 
skupine na obroču A so ponavadi pogoji za boljšo antioksidativno aktivnost flavonoidov. 
Hidroksilacija flavonoidov v večini primerov in vitro poskusov izboljša inhibitorne učinke na 
alfa amilazo. Torej ima hidroksilna skupina pomembno vlogo pri inhibiranju amilaze (Kai in 
sod., 2013). 
 
Slika 3: Oštevilčenje položajev na obročih flavonoidov (Chanput in sod., 2014) 
Testirali so učinek polifenolnih spojin z različnim številom hidroksilnih skupin na tripsin. 
Uporabili so kvercetin, luteolin, keampferol in apigenin. Rezultati so pokazali, da je vezava 
flavonoidov na tripsin naraščala z naraščajočim številom hidroksilnih skupin (kvercetin > 
luteolin > kemferol > apigenin). Podobne rezultate so dobili Kanaskis in sodelavci pri študiji 
interakcij med katehini in β-laktoglobulini, kjer je bila vezavna konstanta kompleksov 
polifenol-β-laktoglobulin s polifenoli, ki so vsebovali več hidroksilnih skupin, višja kot pri 
kompleksih polifenol-protein, tvorjenimi s polifenoli z manjšo molekulsko maso. Večje 
število hidroksilnih skupin v polifenolni spojini predstavlja prednost pri vezavi in 
zmanjševanju encimske aktivnosti. Metilacija in metoksilacija prostih hidroksilnih skupin pri 
flavonoidih močno povečata njihovo absorpcijo in metabolno stabilnost, s tem ko se prepreči 
formacijo glukuronske kisline in sulfatnih konjugatov. Walle je v svojem članku iz leta 2007 
objavil, da je metilacija preprosta in učinkovita pot za izboljšanje metabolne rezistence in 
transporta flavonoidov. Kakorkoli, metilacija in metoksilacija flavonoidov očitno ošibita 
inhibitorne učinke na amilazo pri in vitro poskusih. Na primer metilacija 4'-OH na apigeninu 
in luteolinu je znižala inhibitorno učinkovitost na amilazo za 17,3 % in 69,6 % (Lo Piparo in 
sod., 2008). 
Metilacija in metoksilacija flavonoidov zniža število donorjev in akceptorjev vodikove vezi in 
te imajo pomembno vlogo pri vezavi flavonoidov na amilaze. Metilacija in metoksilacija 
zmanjšata polarnost in ojačata zmožnost penetracije v s triptofanom bogate hidrofobne regije 
proteinov, ki so pogosto znotraj zvitih proteinov (Kai in sod., 2013). 
3.2 GLIKOZILACIJA 
Večina prehranskih flavonoidov obstaja skoraj vedno kot β-glikozid (Day in sod., 2000). 
Flavonoli ponavadi kot 3- in 7-O-glikozidi, čeprav tudi četrtem položaj ni neobičajen. Ostale 
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skupine flavonoidov so ponavadi glikozilirane na sedmem položaju. Monoglikozidi so 
močnejši inhibitorji amilaze kot poliglikozidne oblike. 
Rezultati študije o inhibitorni učinkovitosti na α-amilazo so pokazali, da so monoglikozidi 
kvercetina (kvercitrtin in hiperin) močnejši inhibitorji kot poliglikozidne oblike (Kim in sod., 
2000). Diglikozilirani kampferol je imel mnogo manjši inhibitorni učinek kot neglikozilirana 
oblika. Če povzamemo: glikozilacija flavonoidov zniža njihovo inhibitorno učinkovitost na α-
amilaze. Večji in bolj polarni flavonoidni glikozidi, ki se ne absorbirajo med oralnim 
zaužitjem, se hidrolizirajo do aglikonov z bakterijskimi encimi v prebavnem traktu. Molekule 
s skoraj planarno strukturo lažje vstopajo v hidrofobne žepe encimov (Gonzales in sod., 
2015). 
 
Glukuronidacija in sulfacija naredita polifenole bolj hidrofilne in vplivata na aktivno mesto in 
interakcije z drugimi antioksidanti. Antioksidativni učinek konjugiranega derivata kvercetina 
je bil za polovico manjši kot učinek aglikona. Odvisen je od vezavnega mesta glukuronske 
kisline (Day in sod., 2000). 
 
Glikozilacija flavonoidov niža inhibitorni učinek na alfa amilazo, so pa razlike glede na 
konjugacijsko mesto in vrsto pripete sladkorne skupine. Morda so vzrok za znižanje 
inhibitornega učinka povečana molekulska masa in polarnost ter transfer v neplanarno 
strukturo. Ko hidroksilno skupino zamenjamo z glikozidno, so zaradi steričnih ovir vezne 
interakcije med flavonoidi in amilazo šibkejše. Ti podatki podpirajo tezo, da se aglikoni lažje 
absorbirajo kot glikozidi (Walle in sod., 2004). 
3.3 VEZI IN STRUKTURA 
Povišana inhibitorna aktivnost flavonoidov v primerjavi s fenolnimi kislinami je povezana s 
kompleksnostjo strukture flavonoidov, ko interagirajo z encimi. Sergent in sodelavci so 
opazili nižje vrednosti IC50 pri učinkovanju kvercetina in kempferola na lipazo trebušne 
slinavke v primerjavi s ferulno kislino ali celo orlistatom. Podobno poročajo tudi o višji 
inhibitorni aktivnosti kvercetina v primerjavi z elagično kislino (You in sod., 2012), tudi 
flavonoid miricetin ima večjo inhibitorno aktivnost kot galna kislina, kavna kislina in druge. 
Opazili so, da imajo manjši derivati kavnih kislin nižjo afiniteto za vezavo z lipazo trebušne 
slinavke. Čeprav imajo flavonoidi višjo inhibitorno aktivnost kot fenolne kisline, je pri 
flavonoidih inhibitorna aktivnost naraščala s številom hidroksilnih skupin, kar je prispevalo k 
sterični oviri. Možno je tudi, da na inhibitorni učinek vpliva bližina sosednjih hidroksilnih 
skupin na kateholnem obroču. Na splošno imajo bolj kompleksne strukture polifenolnih 
spojin višjo afiniteto za encime. 
Inhibitorni učinek posameznih polifenolnih spojin se spreminja tudi glede na analizirani 
encim. Večje učinke polifenolov opazimo na encime, ki hidrolizirajo ogljikove hidrate, v 
primerjavi z lipazami. You in sodelavci so zabeležili šestkratno razliko v vrednosti IC50 med 
delovanjem kvercetina na α-glukozidazo v primerjavi z lipazo trebušne slinavke. Po raziskavi 
s čajnimi ekstrakti na štiri encime je bila inhibitorna aktivnost najvišja na α-amilaze (PA) (61 
%), sledi lipaza trebušne slinavke (PL) (53 %), tripsin (TP) (38 %), najmanjši učinek je bil na 
pepsin (PE) (32 %). He in sodelavci sklepajo, da k največjemu učinku pri inhibiciji α-amilaze  
prispeva velikost encima v primerjavi z ostalimi.  Tudi druge lastnosti encima, kot sta 
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polarnost in konformacijska struktura, imajo pomembno vlogo pri inhibiciji delovanja 
encimov (Kai in sod., 2013). 
Vodikova vez: inhibitorni delež narašča z naraščajočim številom akceptorskih in donorskih 
mest pri vodikovi vezi. To kaže, da je vodikova vez pomemben element pri interakciji 
flavonoidov z α- amilazo. 
3.4 STRUKTURNA KARAKTERIZIJA INTERAKCIJ FENOLNIH SPOJIN S 
PROTEINI 
Aromatski obroč in hidroksilne skupine so ključni pri vezavi proteina s polifenolno spojino. 
Tesno zvit globularni protein ima manjšo afiniteto za vezavo s polifenolno spojino kot 
naključno zvit protein brez konformacije. Predvidevajo, da se za interakcijo proteina in 
polifenola vzpostavijo vodikove vezi med hidroksilnimi skupinami na polifenolni spojini in 
med aminokislinskimi ostanki proteina. Ireverzibilni kompleksi se tvorijo avtokatalitično ob 
prisotnosti kisika ali polifenoloksidaz (Mole in Waterman, 1986). Reverzibilne interakcije se 
tvorijo večinoma z nekovalentnimi silami, kot so hidrofobne interakcije med nepolarnim 
koncem polifenola in nepolarno domeno proteina in vodikove vezi. Proteini, ki imajo visoko 
afiniteto do polifenolov, imajo ponavadi višjo molekulsko maso in odprto strukturo ter večjo 
vsebnost prolina. Prav tako imajo visoko afiniteto do vezave glikozilirani proteini (Hagerman, 
1989). 
 
Interakcije polifenolnih spojin s proteini so bile proučevane večinoma z uporabo mlečnih 
proteinov, kot so albumini, kazeini in laktogobulini, kot modelov za opazovanje 
nekovalentnih interakcij. Vodikove vezi so glavni tip interakcij med klorogeno kislino in 
govejim serumskim albuminom (BSA), α-laktalbuminom in lizocimom. Poročali so, da 
afiniteta med polifenoli in proteini narašča s številom hidroksilnih skupin v strukturi 
polifenolne spojine in ko narašča število hidrofilnih strani proteina (Narita in Inouye, 2011). 
 
Na proces vezave polifenolov na encime močno vpliva struktura spojine. Afiniteta je višja pri 
esterificiranih katehinih (epigalokatehin-galat in epikatehin-galat). Glikoziran kampferol ima 
nižjo afiniteto kot sam kampferol in strukturno preprostejša hidroksicimetna kislina in p-
kumarna kislina. Rezultati cirkularnega dikronizma kažejo, da polifenoli po vezavi na BSA 
pomembno ne spremenijo sekundarne strukture. Pri BSA je najpogostejša vezavna stran 
polifenolnih spojin v bližini Trp213 (Skrt in sod., 2012). 
 
Za pridobivanje informacij, povezanih s tipom interakcij med PC in prebavnimi encimi, so 
uporabili tehniko fluorescenčne spektroskopije (FLU), kalorimetrične študije (izotermalna 
titracijska kalorimetrija) in diferencialno dinamično kalorimetrijo. Zmanjšanje intenzitete 
lastne fluorescence proteina (dušenje) je bilo uporabljeno za opazovanje afinitete med 
polifenoli in prebavnimi encimi. Lakowicz opisuje dva tipa dušenja med proteini in polifenoli. 
Dinamično dušenje nastane, ko dušitelj (quencher) (polifenol) difuzira do fluorofora med 
eksitacijskim stanjem in se fluorofor vrne v osnovno stanje brez emisije fotona. Statično 
dušenje se nanaša na oblikovanje kompleksa med fluoroforom in dušilcem v osnovnem 
stanju, kar se izraža v nefluorescenčnem kompleksu. Intenziteta analize dušenja fluorescence 
se lahko uporabi za določanje vezavnih značilnosti med PC (dušilci) in encimi (fluorofori), 
ker morata biti molekuli pri katerem koli tipu dušenja v stiku. 
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Opazili so višje konstante vezave med α-amilazo in procianidini, če so bili slednji 
polimerizirani. Podobno Li in sodelavci poročajo o višji afinitetni vrednosti pri polifenolih z 
večjo molekulsko maso inhibicije proti aktivnosti tripsina (kvercetin, luteolin, kempferol in 
apigenin). Nasprotni učinek so opazili, ko so analizirali interakcije med procianidini z veliko 
molekulsko maso in alfa amilazo. Avtorji predvidevajo, da sterična prepreka pri molekulah z 
veliko molekulsko maso pojasni te razlike. Procianidini so kompleksne polimerne spojine in 
na rezultate poleg stopnje polimeriziranosti lahko vplivajo tudi monomerne enote 
procianidinov, prav tako pa tudi tip vezi med monomeri. 
 
Pri polifenolih z manjšo molekulsko maso so opazili van der Waalsove vezi in vodikove vezi 
(Li in sod.), pri polifenolih z večjo molekulsko maso (tanini) pa so opazili hidrofobne 
interakcije in druge elektrostatične vezi. 
 
Slika 4: Interakcije med proteini in polifenoli (Gonzales in sod., 2015). 
 
Elektrostatične interakcije se zgodijo med različnimi naboji skupin na molekuli proteina in na 
drugi molekuli v mediju, med polifenolom. Vodikove vezi in elektrostatične interakcije se 
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pojavljajo med polarnimi skupinami in niso stabilne. Stabilnejše so vezi med nepolarnimi 
skupinami (hidrofobne interakcije). Proučevali so, ali ima vodikova vez pomembno vlogo pri 
inhibiciji amilaze. Inhibitorni delež je močno narastel z višanjem števila donorjev in 
akceptorjev vodikove vezi. Ti rezultati ilustrirajo, da je vodikova vez ena pomembnejših 
elementov pri interakciji flavonoidov z amilazo. Aminokislinski ostanki so sodelovali pri 
tvorjenju vezi in π- π interakcijami (aromatska-aromatska) s flavonoidnim ogrodjem. 
 
Delno nabite in nabite skupine encimov so v splošnem povezane z van der Waalsovimi 
vezmi, vodikovimi vezmi in ostalimi elektrostatičnimi vezmi (Xiao in sod., 2015). Van der 
Waalsove vezi se pojavljajo med aromatskimi obroči polifenolov in metilnimi skupinami na 
aminokislinskih ostankih levcina ali valina na encimu. Vodikove vezi se lahko pojavljajo med 
dvema hidroksilnima skupinama dveh aromatskih obročev, enega iz polifenola in drugega iz 
ostanka aromatske aminokisline encima. Hidrofobna vez se lahko tvori med dvema 
aromatskima obročema (vez pi-pi), eden iz hidrofobne aminokisline encima in drugi iz 
strukture polifenola. 
Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) se uporablja za natančno določitev termodinamičnih 
parametrov vezanja PC. Obstaja le nekaj raziskav, v katerih so uporabili to tehniko. Na primer 
Wu in sodelavci so uporabili ITC za analizo interakcije acteozid-PL, Trivella in sodelavci za 
ostale sisteme polifenol-protein, kot so flavonoidi (kvercetin, naringenin), prenašalni protein, 
vpleten v amiloidozo pri ljudeh, Budryn in sodelavci so opazovali interakcije polifenolnih 
kislin (kavne, ferulne) z beljakom, sirotkinimi proteini in izolati sojinih proteinov. Druga 
redko uporabljena metoda za ocenjevanje interakcij med PC in proteini so različne diferenčne 
dinamične kalorimetrije (DSC), pri katerih se računa srednja vrednost tranzicijske temperature 
(Tm) kompleksa polifenol-encim. Ponekod so uporabili tudi cirkularni dikronizem (CD) za 
določitev razlik, induciranih z vezavo polifenolne spojine na strukturo proteina. 
Rezultati cirkularnega dikronizma prinašajo informacijo o sekundarnih elementih encima, kot 
so delež alfa heliksa, beta ploskev, zavojev in naključnih vozlov. Študije kompleksov med 
polifenoli in lipazo, pepsinom, tripsinom in kimotripsinom so pokazale znižanje deleža alfa 
vijačnice v strukturi, ko je delež polifenol-encima narastel. Opazili so 5 % manj pojavljanja 
alfa heliksa, manjše so razlike pri pojavljanju beta strukture (1,6 do 3,2 % manj) za iste 
komplekse PC-protein (Li in sod., 2011). Amilaza, ki ima v strukturi večinoma beta ploskve, 
ni pokazala sprememb v strukturi alfa heliksov. Pojavilo se je tudi 7 % več naključnih vozlov. 
Torej glede na rezultate cirkularnega dikronizma sklepajo, da interakcije med polifenoli in 
encimi povzročajo konformacijske spremembe pri zvijanju proteina, kar vodi do znižanja 
encimske aktivnosti. Vendar še ni opravljenih dovolj raziskav celotne analize SAR, da bi 
razložili spremembe v konformaciji encimov. 
3.5 NAČIN INHIBICIJE ENCIMOV 
Glavni mehanizem inhibicije encimov s polifenoli je nekompetitiven. Vmax v prisotnosti 
proantocianidina pri lipazi pade, medtem ko ni opazne pomembne spremembe vrednosti Km, 
kar kaže, da prisotnost proantocianidina ni imela vpliva na afiniteto encima za substrat, in je 
prišlo do nekompetitivne inhibicije. Nekompetitivna inhibicija je tip encimske inhibicije, ko 
inhibitor zniža aktivnost encima in se nanj veže enako dobro, če je encim že vezan na substrat 
ali še ne. Mešani tip inhibicije je, če ima inhibitor večjo afiniteto vezave na encim, če je ta v 
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enem stanju ali drugem (Wu in sod., 2013). Pri nekaterih specifičnih polifenolnih spojinah 
(neekstraktih) so opazili kompetitivno inhibicijo, na primer kvercitin ob interakciji z AG. 
Pri uporabi taninske kisline so opazili mešani tip inhibicije AG in aktivnosti TP, enako pri 
porabi ekstrakta PC, bogatega s kondenziranimi tanini, prav tako za vse derivate klorogene 
kisline (Narita in sod., 2011). 
 
 
Preglednica 1: Značilnosti in vitro interakcij med polifenoli in encimi 
3.6 VPLIV POGOJEV NA VEZAVO POLIFENOLNIH SPOJIN S PREBAVNIMI 
ENCIMI 
Pogoji pri reakciji, kot sta pH-vrednost in temperatura, lahko vplivajo na vezave in interakcije 
med PC in proteini. Študije interakcij med pepsinom in tanini so pokazale, da topnost ali 
hidrofilnost PC lahko pade, če se znižata pH in temperatura, in posledično se spreminjajo tudi 
interakcije z encimi. Li in sodelavci so opazovali interakcije ob poviševanju temperature (do 
32 °C) in niso opazili, da bi se pospešila molekulska difuzija proteinskih fluoroforov 
(vrednost Ksv bi narasla z naraščajočo temperaturo), da bi se prej spojili s polifenoli. Tudi 
afiniteta in vezavni deli lipaze trebušne slinavke in flavonoidov (Ka in vrednosti n) so padli z 
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naraščanjem temperature. Afiniteta med derivati klorogenske kisline in BSA pada z 
naraščajočo temperaturo, ni pa opaznega učinka pri spremembah pH ali ionske jakosti. 
Pomanjkanje analiz pri različnih pH-vrednostih in vpliv teh vrednosti na interakcijo je 
verjetno posledica poznavanja dejanskih pogojev, pri katerih te interakcije potekajo v in vivo 
in v in vitro. 
4 ZAKLJUČEK 
Pogosto uporabljene in vitro tehnike lahko dajo odlične rezultate pri interakcijah polifenolov 
in encimov, a so novejši in in silico pristopi naslednji korak pri dokončanju teh študij pred in 
vivo poskusi. Nekovalentne interakcije so ključ encimske inhibicije. Te interakcije so temelj 
reverzibilnih inhibicij, ki so lahko potencialno uporabne za medicinske terapije. Višja vezna 
in inhibitorna sposobnost PC s prebavnimi encimi je večinoma povezana s strukturo 
polifenolne spojine, vezavne lastnosti pa vplivajo na katalitično aktivnost encimov. Lastnosti, 
pomembne pri polifenolih, so število hidroksilnih skupin in lokacij obročev B in C, prisotnost 
glikozilacije na polifenolu, položaj in število glikozidnih enot ter strukturna kompleksnost 
polifenolov in število enot (polimerni in oligomerni polifenoli). V nekaterih primerih 
prisotnost dodatne fenolne hidroksilne skupine lahko modificira učinek polifenola na katalizo. 
 
Ostali parametri, ki vplivajo na interakcije polifenolov in encimov, so struktura encima 
(število polarnih in hidrofobnih aminokislin, njihova molekulska masa) in razmere pri reakciji 
(pH, temperatura in čas inkubacije). Na ta način bi boljše poznavanje mehanizmov delovanja 
naravnih inhibitorjev na prebavne encime omogočilo iskanje alternativ za trenutno 
komercialno dostopne inhibitorje. 
 
Na proces vezave polifenolov na encime močno vpliva struktura spojine. Afiniteta je višja pri 
esterificiranih katehinih (epigalokatehin-G in epikatehin-G). Glikoziran kempferol ima nižjo 
afiniteto kot sam kempferol in strukturno preprostejša hidroksicimetna kislina ter p-kumarna 
kislina. Rezultati cirkularnega dikronizma kažejo, da polifenoli po vezavi na BSA pomembno 
ne spreminjajo sekundarne strukture. Pri BSA je najpogostejša vezavna stran polifenolnih 
spojin v bližini Trp213 (Skrt in sod., 2012). 
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